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Summmとv: The present study was conducted to identify the presence of the suppres【
sive factorCs)in the submandibular gland of male mouse to the blastogenesis of mitogen-
stimulated lymphocytes， and the possible role of testosterone in the induction of this factor. 
Extract of the mandibular glandCMSG-extract)of male mouse inhibited directly con-
canavalin A -or lipopolysaccharide-induced blastogenesis of splenic lymphocytes. Further-
more， macrophages which had been stimulated with MSG-extract produced in its culture 
supernatant a suppressive effect on mitogen-induced lymphoblastogenesis. In contrast， 
MSG-extract of female mice did not affect the blastogenesis of mitogen-stimulated 
splenocytes. However， MSG-extract of female mice treated with testosterone exhibited a 
similar suppressive effect， although testosterone did not exert such effect on lymphocytes 
at the same concentrations as detectable in MSG-extract of male mice. The suppressive 
activity of MSG-extract of male submandibular gland was heat-stable and with isoelectric 
focusing analysis， the isoelectric point of this factor was determined to be 7. 4. Thus， the 
present study has shown that in male submandibular glands there in an immunosuppressive 
factor as well as immunoenhancing factors including several growth factors， and the 
production of this factor by the submandibular gland was regulated by testosterone. These 
results may suggest that the difference in immune responses between males and females in 
partly aUributable to that in the biological activity of submandibular glands between the 
two sexes. 
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が，注目を集めるようになった. 1968年に Takedβ ら
は，雄マウス顎下線抽出液をマウスの腹腔内に投与する
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の浮遊液とした.なお，この方法により， T -cell richの
浮遊液では96%以上が Thylpositive， SIg negative， B 
-cell richの浮遊液では 96%以上が SIgpositiveである
ことを確認した.
5. リンパ球幼若化反応
96穴平底カノレチャープレート (CorningGlass W orks， 
Corning NY)に，種々の濃度に希釈した，サンプノレまた
は培養液を wellあたり 100μlずつ入れ，これに 106/ml
の濃度に調整した，細胞浮遊液を 100μlづっ加えた.マ
ddY系，雄および、雌マウスc7~ 8週令〉は日本 SLC イトジェ γとして Concanavalin A(ConA; type IV， 
より， C3H/HeJ (H -2k)雌マウス(8~10 週令)， Balb/c SIGMA Chemical Co. St. Louis， Mo.)を最終濃度 2μg
(H-2d)雌マウス(8~10 週令〕はそれぞれ日本クレアよ /ml， あるいは lipopolysaccharide(LPS; Salmonella 
り購入し，図形飼料オリエンタル MF(オリエンタル酵母 typhimurium Westphal type; Difco Labolatory 
株式会社，東京)，水により飼育した.顎下腺は 8週令の Detroit， Mich)を最終濃度 30μg/mlになるように加え
マウスから得た. た.3TC， 5 % CO2 incubator内で 72時間培養し，培養
2 培養液 終了 18時間前に， [3HJ thymidineC7 4mBq / mmol)を
牌細胞の培養には， RPMI 1640 medium(日水製薬株 37μBqづっ各 wellに加えた. Semiautomated cell har一
式会社，東京〉に 10%牛胎児血清(Hazalton; USA)， vester(Skatron， Norway)にてグラスフィルター上に集
10mM HEPES， 3.0mg/ml NaHC03， 5X10-5M 2-mer め， DNAに取り込まれた (3HJthymidineの量を液体シ
capto巴thanol，100U/ml penicillin， 100μg/ml str巴pto日 ンチレーションカウンター(Beckman)にて測定した.
mycinを添加したものを RPMI1640 compl巴temedium 6. 混合リンパ球反応(Mixedlymphocyte reaction : 
として使用した.腹腔マクロプアージの培養にはAlpha MLR) 
Modification of Eagle's Medium; a MEM(Flow 混合リンパ球反応は Peckらの方法19)に準じて行なっ
Labolatories， Scotland)に10%牛胎児血清， 10mM た.すなわち， Balb/ c雌マウスの牌細胞(W/ml)を
HEPES， 3目Omg/ ml N aHC03， 5 X 10-5M 2 -mer. mitomycinC(50μg/ml)にて 30分間処理した後， PBS 
captoethanol， 100U/ml penicillin， 100μg/ml strepto. (-)にて 3回洗浄し，これを stimulatorc巴1とした.R巴
mycinを添加したものを使用した spond巴rcellとして， C3H/HeJ雌マウスの牌細胞を使用
3. 牌細胞の調製 した.いずれも 10'/mlの濃度で、培養液中に浮遊させた.
雌マウスの牌臓を摘出し，一対のすりガラス付きラス 平底 96穴カノレチャープレートに，サンプノレまたは培養液
イドグラスの聞で細胞を Dulbecco'sphosphate buffer. をw巴1あたり 100μlづっ入れ，細胞浮遊液をそれぞれ
巴dsaline， (CaへMg2+不合:PBS(-))中にて分散させた 50μlづっ加えて 200μlとし 5% CO2， 3TCの条件下で
1，200rpm， 10分間の遠心にて集めた牌細胞から，細胞中 96時間培養した.培養終了 16時間前に (3HJthymidine 
に混在する赤血球を蒸留水で溶血させた後，直ちに高濃 を37μBqづっ各 wellに加え細胞内 DNAに取り込ま
度 PBS(ー〉を加えて等張に戻した. PBS(-)にて洗浄後， わした (3HJthymidin巴の量を測定した.
106/mlの濃度の牌細胞浮遊液を completem巴diumに 7. Interleukin 20L 2)の調製
て調整した.これらの細胞の生死はトリパンブルー染色 IL 2はマウス牌細胞(1X10'/ml)を ConA(5μg/ml)
により調べ，生存率 95%以上であることを確認した. で24時間刺激して得た C巴1freeの上清に d メチノレーD-
4. リンパ球の調整 マンノピラシド(和光純薬工業株式会社;大阪)(20mg/ 








度のサンプノレを W巴1あたり 50μlづっ入れ， 2 X10'/ml 
に調整した， T-lymphoblast浮遊液を 100μlづっ加え
た.これに IL2を50μlづっ加え， 5 % CO" 3TCで48
時間培養した.培養終了 8時間前に 37μBq/well[3HJ 
thymidin巴を加え，細胞内 DNAiこ取り込まれた， [3HJ 
thymidin巴の量を測定した.
9. 腹腔マクロファージ培養上清
腹腔マクロファージは， thioglycollate broth(TGC; 
Difco)3mlを雌マウス腹腔内に投与し 3日後腹腔内診
出性細胞を， 1 %へパリン加 PBS(ー)5mlにて per.
itonerallavag巴を 2回くり返して回収した.回収した細




に種々の濃度の雄の MSG-extractを 100μlづっ加え， 5 
% CO" 370Cで， 48時間培養した.上清を捨て，3TCに































ジネートし， 18，000 G， 20分間， 40Cにて遠心した.上
清に飽和硫酸アンモニウム溶液を最終濃度 36%になる
ように加え時間放置後， 18，000 G， 15分間， 40Cに
て遠心した.さらに，その上清に飽和硫酸アンモニウム
溶液を最終濃度 64%になるように加え 1時間放置後，








含有〉を加え， 40C， 3時間援搾し， 3，000rpm， 10分間遠
Mouse subamandibular gland : homogenized in PBS 
(-) 
ι 
Centrifugation at 18，000G for 20min at 40C 
ι 
Sup: Adding saturated ammonium sulfat巴 solution
yieldto a 36% saturation 
ι 
Centrifugation at 18，000G for 15min at 40C 
ι 
Sup: Adding saturated ammonium sulfate solution 
yield to a 64% saturation 
ι 
C巴ntrifugationat 18，000G for 15min at 40C 
ι 
Sed : Dissolv巴din PBS(ー)to a concentration equiva-
lent to 50mg/ml of fresh tissue 
4 
Dialysis against PBS( -) and then RPMI 1640 
4 
Sterilization by filtration through 22μm filters 
ι 
Stored at -20ロC
Fig. 1. Preparation for MSG-extract 
心した.上清にさらに等量の 0.5%チャコーノレー
TrisEDTA液を加え， 4 "C， 3時間撹持し， 3，000rpm， 
10分間遠心した.上i育を採取し， 12，000rpm， 15分間，
4 "Cにて遠心した.この上清を限外i慮過(Amicon;

















































岨 1e阻佐由 fer阻1e眼佐世. 限必i咽
Fig. 2. Effect of the in-vivo treatment of MSG 
extract on the mitogen-induced blastog巴n巴SlS
of splenocytes prepared from treated mice 
DConA(+)，医iilllIConA (-). Holizontal 
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Concentrationsof extract Concentratiロnsaf extract 
Fig. 3. Effect of various MSG-巴xtractpreparation on mitogen-induc巴dblastogenesis of spl叩 ocytes. (e) 
ConA-induced and (圃)LPS-induced r巴sponses. (--)native extract， (一)extract absorbed with 
charcoal-dextran， a.MSG-extract of male mic巴 b.MSG】巴xtractof f巴malemice 


































































25.0 1(./，) 1.56 3，13 6.25 12.5 
Concentrations of extract 
Fig. 4. Effect of kidney extract (male mice・，
female mice 0) on ConA目induced blas. 





































Concentrations of extract 
Fig. 5. Effect of the culture supernatants of macrophages treated with 
MSG.extract on th巴 ConA】inducedblastog巴n巴sisof splenocytes 
+ 
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1.56 3.13 6.25 12.5 
Concentrations of MSG-extract 
Fig目 6.Effect of MSG.extract on mitogen-induced 
blastogenesis of T or B ce1s. (・)conA-T 
cel!， (圃)LPS-B c巴1.
(重)Mean control土 S.D. in ConA response. 





















Fig目 8目 Effectof a 48h-treatment of splenocyt巴swith 
MSG-巴xtract on the ConA-induced blas-
togenesis. 
E:2TI ConA(十)，医ilConA(ー).



































Concentrations of MSG-extract 
Fig. 9. Eff巴ctof MSG-extract on mixed lymphocyte 
reaction. (!) Mean control土S.D.
2 
。
1.56 3.15 6.25 12.5 
Concentrations of extract 
Fig目 7.Effect of MSG-extract on T-lymphoblastes 






7. MSG-extractのMLRに対する作用 15 
雄 MSG-extractはMLRに対しても，抑制作用を示

















等電点(pI)4.1(FractionNO. 4)pI4.5(Fraction NO. 6)， 

















































2i.1 % (./.) 
Concentrations of MSG-extract 
Fig. 10. Effect of MSG extracts derived from the 
estrogen-treated male mice Ce) or 
t巴stosterone-treatedfemale mice ・) on 
ConA-induc巴dblastogen巳sisof splenocytes. 
〔空)Mean control :tS. D目

































Concentrations of MSG-extract 
Fig. 1. ConA-induc巴dblastog巴n巴sisof splenocyt巴sin
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20 
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Fig. 12. Isoel巴ctricfocusing of MSG.extract. AI1 fractions were tested for there ability to suppress the 
blastogenesis of ConA.stimulated spl巴nocytes.(車)Mean control士S.D
ンパ球幼若化反応抑制機構には，マグ口ファージを介し 球に対する本物質の抑制作用は，直接的な細胞毒性では
た作用と， リンパ球に対する直接作用とが存在した.""<" ないといえる.MLRに対しても抑制作用を示し， helper 
Fロファージに対する作用については，培養上清中に抑 T-c巴1のアロ抗原に対する反応も抑制することがわか
制物質が産生されるためには 48時間 MSG-extractと った.
マグロファージの co-cultureが必要であったことから IL2 i.こ対する T-lymphoblastの反応については，本
単にマクロファージの細胞表面に付着した， MSG- 研究では，雄MSG-extractによって抑制されたが，
extract中の抑制物質による作用ではないと思われる Kempらの報告では，ラット顎下腺抽出液は， IL 2依存
MSG-extractで， 48時間刺激を受けたマクロファージ 性細胞である CTLL-2cel1の IL2による増殖の抑制は
によって，新たに抑制物質が細胞外に産出さわしたと，考 認められていない25). 筆者は別の実験において， IL 2依
えられる.このような抑制物質としては， Pierceらによ 存性細胞である HT-2cel1の IL2に対する反応，ならび
って報告されている solubleimmune response supres- にミエローマ細胞では，雄 MSG-extractが抑制作用を
sor(SIRS)がある 24). SIRSはConA刺激によって Lyt2+ 認めなかったことから，細胞の lifecycle によって MSG
T-cellから産生させる免疫調整因子であり，リンパ球に -extractに対する細胞の反応性が異なる可能性が示唆
直接作用するのみならず，マグロファージに作用して， された.正常なリンパ球や T-lymphoblastでは，マイト
second soluble factorを産生せしめ，この因子を介して ージェンで刺激しても MSG-extractが存在するとコン
抑制作用を発現する. MSG巴xtract中の抑制物質もマ ピテンス状態になることができないが， ミエローマ細胞
クロファージに対して secondmediatorを産生させる や HT-2cel1のようにもともとコンピテンス状態にあ
ことがわかった. る細胞では， MSG巴xtractの有無に関わらずプログレ
一方， リンパ球に対しては， T-cel1， B-c巴1，いずれの ッション因子さえ与えられれば， G，期から S期へと移行
リンパ球のマイト ジェンに対する反応にも，抑制作用 していくと考えられる.さらに MSG-extractがc-fos，c 
を示した.しかし，この作用は可逆的であり， 48時間 一myc蛋白質の発現とどのように関わっているか調べる
MSG-extractで処理した後，細胞を洗浄することによ 必要があろう.雄 MSG-extractが，このような広範囲の
り，増殖能が回復した.さらに MSG-extractで48時間 細胞に対して，抑制作用を示したこと，テストステロ γ
培養したリンパ球はdye巴xclusiontestによって細胞障 投与雌マウスの MSG-extractにも抑制活性が認められ
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